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摘要 :【 目的 ] 羧 酸 酯 酶 (carboxylesterases，CarEs) 是 昆虫 重要 的 解毒 代谢 酶 之 一 ,可 以 介 导 驾 标 昆虫 对 多 种 杀 虫 剂 
的 代谢 抗 性 。 本 研究 检测 了 羧 酸 酯 酶 对 小 染 Plutella xylostella 3029 TEW] 4r ST-20 BE , Ex 4 18] BH RRA NTEN R 
TORTE REP B HEU [ERAT BLUES [2751 ] OF 19 15:8] E CREUSE 7] NS RURA RUE SECURE REUER ISI EEJ ,以 
Js P P Hs EESTI rb RE P — A i ( triphenyl phosphate, TPP) X 3 HS KIR 9E JH ; LA LC f LCs 7 BE RS $8 b s b FETU 
性 小 染 蛾 ,测定 药剂 处 理 后 CarEs 酶 活性 的 变化 ;利用 qRT-PCR 技术 分 析 Pxae22 和 Pxae31 两 个 基因 在 小 菜 蛾 不 同 
发 育 阶 段 .组 织 和 种 群 的 表达 模式 ;利用 dsRNA 干扰 Pxae22 和 Pxae31 后 观察 基因 的 表达 变化 和 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 
对 药剂 敏感 性 的 变化 【结果 】TPP 可 以 削弱 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 对 毛虫 有 情 的 抗 性 ,增殖 倍数 约 为 6 倍 ;使 用 较 低 剂量 
(LCao 和 LCs ) SURJA ADEE NIER 3 龄 幼虫 后 ,处 理 组 CarEs 比 活力 明显 高 于 对 照 ,提示 氟 虫 捕 对 小 菜 蛾 CarFs 活性 
具有 诱导 作用 。 对 羧 酸 酯 酶 基因 Pxae22 和 Pxae31 在 小 沫 蛾 不 同 发 育 阶 段 4 龄 幼虫 不 同 组 织 和 不 同 种 群 3 龄 幼虫 
中 的 表达 模式 分 析 发 现 ,这 两 个 基因 在 小 汪 蛾 4 龄 幼虫 中 的 表达 量 最 高 ;在 4 龄 幼虫 中 以 中 肠 组 织 中 的 表达 量 较 
高 , 头 、 表 皮脂 肪 体 中 的 表达 量 很 低 ; 抗 性 种 群 中 的 表达 量 显著 高 于 敏感 种 群 。 通 过 干扰 Pxae22 和 Pxae31 后 的 
qRT-PCR 验证 ,两 个 基因 的 表达 量 均 显著 降低 ,进一步 的 气 虫 膊 毒 力 测定 发 现 , 干 扰 Pxae22 和 Pxae31 后 的 小 菜 蛾 
3 龄 幼虫 对 氟 虫 有 捕 的 敏感 性 分 别 增加 了 1. 63 倍 和 1.73 倍 。【 结 论 】 羧 酸 酯 酶 在 小 荣 蛾 对 毛虫 情 解毒 代谢 中 具有 重 
要 作用 ;Pxae22 和 Pxae31 是 小 菜 蛾 的 两 个 抗 性 相关 基因 ,其 表达 水 平 的 变化 直接 影响 小 菜 蛾 对 氟 虫 有 捕 的 敏感 性 。 
关键 词 : ER 抗 药性 ; RRA: 介 导 抗 性 ; 表达 水 平 ; RNA 干扰 
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Abstract: [ Aim] Carboxylesterases ( CarEs) are one of the most important detoxification enzymes in 
insects, and are implicated in the metabolic resistance of many different classes of insecticides. The 
present study aims to investigate the mediated functions of carboxylesterases in fipronil resistance of the 
diamondback moth, Plutella xylostella ( L. ), and thus to reveal the physiological, biochemical, and 
molecular mechanisms of carboxylesterases in metabolic detoxification of insects. [ Methods] Topical 
application was used to test the toxicity of fipronil to the susceptible population ( SP) and the fipronil- 
resistant population ( FRP) and the synergistic effect of triphenyl phosphate ( TPP) , a carboxylesterase 
inhibitor, on fipronil. The LC4, and LC. concentrations of fipronil were used to treat FRP, and the effect 
on the carboxylesterase activity after treatment was determined. Stage- and tissue-specific expression 
patterns of Pxae22 and Pxae31 were profiled by qRT-PCR. Expression levels of Pxae22 and Pxae31 and 
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the insecticide susceptibility of the 3rd instar larvae were also examined after RNA interference ( RNAi). 
[ Results] The results showed that TPP decreased the resistance of the 3rd instar larvae of P. xylostella to 
fipronil by about six times. After treatment with the lower doses ( LC, and LC;,) of fipronil, the 
carboxylesterase activity in the treated 3rd instar larvae of P. xylostella was significantly higher than that 
of the control, suggesting that the carboxylesterase activity in P. xylostella could be induced by fipronil. 
Developmental expression profiling of genes exhibited that Pxae22 and Pxae31 had the highest expression 
levels in the 4th instar larvae. Tissue expression profiling of genes showed that Pxae22 and Pxae31 were 
highly expressed in the midgut of the 4th instar larvae, while lowly expressed in the head, cuticle and fat 
body. The expression levels of the two genes in the fipronil-resistant population were significantly higher 
than those in the susceptible population, respectively. The qRT-PCR analysis showed that after RNAi of 
Pxae22 and Pxae31, the expression of the two genes was significantly suppressed, and the sensitivity of 
the 3rd instar larvae of P. xylostella to fipronil increased by 1. 63 times and 1. 73 times, respectively. 
[Conclusion] Carboxylesterases play important roles in metabolic detoxification of fipronil in P. 
xylostella. 'Two CarE genes, Pxae22 and Pxae31 , are involved in insecticide resistance, and the variation 
of their expression levels can directly influence the susceptibility of P. xylostella to fipronil. 
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INIR Plutella xylostella 是 重要 的 世界 性 十 字 
花 科 蔬 荣 害虫 , 据 统 计 , 全 球 每 年 由 于 小 菜 蛾 危害 造 
成 的 损失 达 40 ~ 50 亿美 元 (Furlong et al., 2013) 。 
小 亲 蛾 分 布 广 ,繁殖 力 高 ,生活 周期 短 , 世 代 重 车 。 
长 期 以 来 ,由 于 杀 虫 剂 的 过 量 和 不 合理 使 用 ,导致 小 
沫 上 蛾 对 各 种 杀 虫 剂 产 生 了 抗 性 (Sun et al., 2012) 。 
Whalon 等 (2008 ) 对 全 球 范 围 内 自然 环境 下 的 节 胶 
动物 进行 了 抗 性 统计 ,发 现 小 亲 蛾 排名 第 二 , 仪 次 于 
— Ju Tetranychus urticae。 根 据 密 软 根 州立 大 学 
Arthropod Pesticide Resistance Database ( APRD ) 
( http://www. pesticideresistance. com ) 的 统计 ,到 目 
前 为 止 ,小菜 蛾 已 经 对 91 种 杀 虫 剂 有 效 成 分 产生 了 
不 同 程度 的 抗 药 性 ,包括 有 机 们 类 、 氨 基 甲 酸 酯 类 、 
拟 除虫菊 酯 类 、 多 杀菌 素 、Bt 毒素 以 及 阿 维 菌 素 类 
等 药剂 。 因 此 ,对 小 荣 蛾 抗 药性 的 研究 是 一 个 十 分 
重要 的 课题 。 

摊 酸 酯 酶 . 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 .细胞 色素 P450 
是 昆虫 重要 的 三 大 代谢 解毒 酶 系 , 在 介 导 昆虫 的 代 
谢 抗 性 中 起 重要 作用 。 涛 酸 酯 酶 几乎 在 昆虫 的 各 个 
组 织 中 均 有 分 布 ,功能 多 样 。 除 解毒 代谢 作用 外 ,着 
酸 酯 酶 在 植物 次 生 代 谢 物 降解 (Wang et al., 2010)、 
言 息 素 和 化 学 信息 素 降 解 (Maibeche-Coisne et al., 
2004) ,昆虫 生殖 调节 (Brady and Richmond, 1990 ) 
以 及 神经 发 育 调节 (Auld et al., 1995 ) 等 方面 都 具 
有 重要 作用 。 目 前 对 羧 酸 酯 酶 抗 性 相关 基因 的 研究 
主要 是 抗 性 基因 的 鉴定 和 功能 调 市 的 研究 。 基 因 突 
变 导 致 靶 位 点 发 生变 化 ,表达 量 增强 以 及 两 者 的 协 


























同 作用 等 仍 是 较为 常见 的 抗 性 调节 机 制 (Yuan et 
al., 2012; Zhang et al., 2013a) 4 4| AH, K. KHE 
Locusta migratoria 的 2 ^ FRIR fis Wi d B] ( LmCesA20 
和 LmCesD1 ) 在 马 拉 硫 磷 抗 性 品系 的 各 个 发 育 时 期 
均 表 达 较 高 ,对 它们 分 别 进行 dsRNA 干扰 后 发 现 ， 
攻 蝗 对 马 拉 硫 磷 的 敏感 性 提高 ,表明 它们 都 在 杀 虫 
剂 解毒 代谢 中 起 重要 作用 (Zhang et al., 2014a) 。 
zta Musca domestica 羧 酸 酯 酶 基因 MdaE7 在 高 效 
氧 氛 和 菊 酯 抗 性 品系 中 过 量 表达 ,是 敏感 品系 的 13.53 
音 , 同 时 发 现 活性 位 点 W2518 突变 仅 在 抗 性 品系 存 
在 ,表明 Mdak7 过 量 表 达 和 基因 突变 同时 介 导 了 家 
晶 对 高 效 氯 氛 菊 酯 的 高 水 平 抗 性 (Zhang et al., 
2010 ) 。 

中 肠 是 昆虫 的 消化 与 吸收 需 官 ,在 昆虫 的 解毒 
代谢 中 具有 重要 作用 ,在 中 肠 中 高 表达 的 基因 可 能 
与 昆虫 的 抗 药 性 有 着 更 为 密切 的 关系 (Yu et al., 
2009) 。 本 人 研究 根据 实验 室 已 有 的 小 菜 蛾 基因 组 和 
转录 组 数据 ,从 中 筛选 出 在 毛虫 有 情 抗 性 品系 高 量 表 
达 且 在 中 肠 组 织 也 具 特 异性 表达 的 2 个 候选 基因 
Pxae22 ( 基因 ID 号 :Px006430 ) 和 Pxae31 (基因 ID 
^ ; Px009940) , 388 xt X22 MR ls PE I 78] i R — 2 n 
( triphenyl phosphate, TPP) 增 效 作用 试验 Xe Be PE 
活力 测定 .mRNA 表达 模式 分 析 和 RNAi ER , EAE 
了 羧 酸 酯 酶 对 小 全 蛾 抗 药 性 的 介 导 效应 及 作用 机 
制 。 本 研究 有 助 于 更 好 地 理解 羧 酸 酯 酶 在 小 菜 蛾 解 
毒 代谢 中 的 功能 ,为 深入 开展 小 菜 蛾 抗 药 性 机 理 的 
人 研究 和 小 羔 蛾 的 抗 药 性 治理 提供 借鉴 和 指导 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

小 菜 蛾 敏感 种 群 ( susceptible population, SP) : 
于 2004 年 采 自 福州 市 郊区 新 店 镇 菜 地 ,在 温室 内 不 
接触 任何 药剂 饲养 至 今 。 小 荣 蛾 抗 氟 虫 且 种 群 
( fipronil-resistant population, FRP) :从 2006 年 开始 
XNE IR f RUE UE T SECURUS 23 58] fii ie FE] DC PEPR 
群 。 小 沫 蛾 幼虫 用 萝卜 幼苗 进行 饲养 。 饲 养 温度 
25 +1C ,相对 湿度 40% ~ 60% , 继 代 培养 至 今 。 

收集 敏感 种 群 不 同 发 育 阶段 的 试 虫 。 其 中 每 种 
样品 收集 : 卵 1 000 粒 ,1 龄 幼虫 600 头 ,2 龄 幼虫 25 
头 ,3 龄 幼虫 10 头 ,4 龄 幼虫 6 头 , 师 6 头 ,成 里 肉 雄 
各 3 头 。 用 液 氮 速冻 后 保存 于 -80C ,用 于 后 续 总 
RNA 提取 。 每 个 样品 重复 3 次 。 
1.2 供 试 药剂 和 试剂 

95.56% jg HL ( fipronil) 原 药 ,浙江 新 安 化 工 集 
团 股 份 有 限 公 司 产品 ;磷酸 三 茶 酯 (TPP) ,a- 乙 酸 蔡 
酯 均 为 美国 Sigma 公司 产品 。 

TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction 
Kit Ver. 4. 0 Efl] & ~ PrimeScript? RT Reagent. Kit 
with gDNA Eraser 试剂 盒 .SYBR Premix Ex Taq XX 
剂 盒 等 均 购 自 大 连 宝 生物 有 限 公 司 ; TRIzol? 
Reagent Kit RNA 18 HC Gl £& , MEGAscript? RNAi 
Kit 均 购 自 Life 生物 技术 公司 .RNeasy Plus Mini Kit 
W É QIAGEN 生物 技术 有 限 公司 ;2 x Go Tag? 
Green Master Mix 购 目 Promega 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.3 ” 毒 力 和 生物 学 指标 测定 
1.3.1 毒 力 测定 :采用 点 滴 法 进行 毒 力 测定 (Kwon 
et al., 2010) 。 将 毛虫 有 捕 原 药 用 丙酮 稀释 成 6 个 浓 
度 梯 度 ,每 头 试 虫 点 滴 0.5 pL IURIE ,每 一 浓 
度 处 理 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 20 头 , 以 丙酮 处 理 作为 对 
照 ,48 h 后 检查 结果 。 每 个 处 理 重复 3 次 。 
1.3.2 酶 抑制 剂 的 增 效 作用 测定 :参照 茶 立 义 
(1994) 的 方法 并 略 有 改进 。 根 据 毒 力 测定 结果 获 
得 LC; TK E , 增 效 剂 TPP 的 浓度 为 5 x LCa ,用 丙酮 
溶解 TPP,TPP 5 S HEU 1:1 混合 , 现 配 现 用 , 测 
定 方法 同 1.3.1 市 。 
1.3.3 小 亲 蛾 药剂 啊 应 测定 :用 浓度 LC 和 LCs 
FA] SCHRITTE ABE FRP 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 ,每 头 试 虫 
点 滴 0.5 pL ABRIAM HEF LCS ABI 180 头 试 
虫 ,LCa 处 理 270 头 试 虫 ,分 别 在 处 理 后 0，2，8， 
24, 48 和 72 h 进行 取样 ,每 个 时 间 点 取 5 头 试 虫 作 
































为 一 个 样品 ,所 有 样品 重复 3 次 。 将 样品 冻 存 至 - 
80% 备用 。 
1.4 羧 酸 酯 酶 比 活力 测定 

酶 液 的 制备 : 取 1.3.3 市 冻 存 的 试 虫 , 每 个 样品 
加 入 200 uL 0.04 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 7.0) 于 组 
织 破 雁 仪 中 勺 浆 (30 Hz,30 s)。 再 加 入 800 uL 
0.04 mol/L 磷酸 缓冲 液 于 4% 12 000 r/min 下 离心 
10 min, [& 48 和 72 h 酶 液 稀 释 200 fit ,其余 酶 液 均 
稀释 60 倍 作 为 后 续 实 验 的 酶 源 。 

摊 酸 酯 酶 比 活力 测定 参照 Van Asperen ( 1962) 
的 方法 ,并 上 略 有 改进 。 反 应 体系 如 下 :600 RL 3 x 
10 ^ mol/L 的 -乙酸 蔡 酯 ,25% 温 育 5 min 后 加 120 
UL 稀释 后 的 酶 液 。30C 水 浴 振 沪 30 min 后 加 入 
120 pL 显 色 剂 ,室温 放置 30min, 待 颜色 稳定 ,用 酶 
标 仪 测 600 nm 波长 下 的 0D 值 。 对 照 组 用 等 量 
0.04 mol/L pH 7. 0 磷酸 缓冲 液 代替 酶 液 。 每 个 处 
理 重复 3 次 。 根 据 标准 曲线 和 和 蛋白 含量 计算 羧 酸 丁 
酶 的 比 活力 (mmol/mg * min) 。 

蛋白 质 含量 测定 参照 Bradford ( 1976) 考 马 斯 亮 
蓝 6-250 法 ,并 稍 作 修改 。 将 酶 液 稀释 3 ENE 
日 含量 测定 的 酶 液 ,吸取 稀释 后 的 酶 液 20 pL 置 于 
离心 管 中 ,加 入 1 mL 25 525 y& C-250 试剂 ,振荡 
1&5 ,对 照 组 以 等 量 0.04 mol/L pH 7.0 BRER 
代替 酶 液 。25 忆 水 浴 20 min 后 ,吸取 200 pL 至 酶 标 
板 中 测量 595 nm 波长 下 的 吸光 度 值 ,根据 牛 血 清白 
蛋白 标准 曲线 计算 蛋白 含量 (mg/mL) ,每 个 处 理 重 
复 3 次 。 

1.5 总 RNA 提取 与 cDNA 合成 

按照 TRIzol@ Reagent Kit RNA 提取 试剂 盒 说 明 
书 提取 小 菜 蛾 敏感 种 群 不 同 发 育 阶段 的 总 RNA, 

组 织 样品 的 收集 :每 次 解剖 小 荣 蛾 敏感 种 群 4 
龄 幼虫 300 头 , 收 集 头 表皮、 中 肠 、 马 氏 管 .脂肪 体 
各 个 组 织 ,并 分 别 浸泡 于 RNAlater 中 , 待 后 续 提 取 
RNA。 组 织 RNA 的 提取 按 RNeasy Plus Mini Kit iÑ 
剂 盒 进行 操作 。 每 个 样品 重复 3 次 。 

不 同 发 育 阶 段 和 组 织 cDNA 的 合成 均 按 Prime 
Script® RT Reagent Kit with gDNA Eraser 试剂 盒 进 行 
操作 ,以 此 作为 qRT-PCR 的 反应 模板 。 

1.6 ”小菜 蛾 CarEs 基因 表达 量 分 析 

以 小 菜 蛾 cDNA 为 模板 ,根据 SYBR® Premix Ex 
Tag “试剂 傅 对 引物 的 要 求 , 设 计 qRT-PCR 引物 ( 见 
表 1) 。qRT-PCR 的 反应 体系 如 下 : SYBR® Premix 
Ex Taqg 12.5 pL,10 pmol/L 的 上 下 游 引物 各 1.0 
ML, 反应 模板 2.0 pL, 加 灭 菌 蒸馏水 至 总 体积 25.0 
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ML。 上 反应 条 件 为 :95%C 30 s;95%C 5 s,60%C 30 s,40 
个 扩 增 循环 ;溶解 曲线 分 析 :95%C 10 s,62°%C 5 s, 
95C 5 s。 在 前 期 ,我 们 分 析 了 鲜 翅 目 中 常用 15 个 
qRT-PCR 内 参 基因 在 小 亲 蛾 不 同 发 育 阶 段 . 不 同 组 
£A ,不同 种 群 的 表达 稳定 性 ( 符 发 表 资 料 ) ,根据 结 
A ,在 不 同 发 育 阶 段 和 不 同 种 群 中 的 表达 量 分 析 时 
选择 PxRPSA 为 内 参 基因 ,组 织 表 达 模 式 分 析 时 以 
PxRPL8 为 内 参 基因 。 
1.7 体外 转录 合成 dsRNA 

以 cDNA 为 模板 在 两 条 RNAi 引物 的 5 端 加 一 
Bt T7 局 动 子 序列 ( 表 1 ,下划线 表示 ) ,进行 PCR 扩 





增 , 反 应 体系 如 下 :2 x Go Taq® Green Master Mix 
12.5 pL,10 umol/L 的 上 下 游 引 物 各 1.0 pL, 反 应 模 
板 2.0 uL, RNase-free 水 8. 5 ukL。 混 勺 后 进行 PCR 
反应 :99Y 5 min;95?C 45 s,55?C 30 s,72C 1 min(5 
个 循环 ) ;95*C 45 s,65?C 30 s,72?C 1 min(30 ^ ffl 
环 ) ;72% 10 min ,4% 保存 。PCR 产物 于 196 的 琼脂 
糖 凝 胶 中 进行 电泳 分 离 检测 ,获得 清晰 的 预测 目的 条 
市 并 进行 腕 回收 。 腕 回收 按照 TaKaRa MiniBEST 
Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver. 4. 0 说 明 书 进行 
操作 。 按 照 MEGAscript? RNAi Kit 的 操作 步骤 ,以 胶 
回收 获得 的 含 T7 局 动 子 序列 为 模板 合成 dsRNA, 











表 1 qRT-PCR 引物 和 dsRNA 引物 
Table 1 Primers of qRT-PCR and dsRNA 





























基因 名 称 引物 名 称 引物 序列 (5 -3 ) 
Cene name Primer name Primer sequence 
qRT-PCR-F CGGAGGAGGTTTCGTAGATGG 
Puae22 qRT-PCR-R TGGCCCTAGTCGGTAGTTGATG 
dsRNA-F TAATACGACTCACTATAGGGAGCCACGAGAAGTGACCATT 
dsRNA-R TAATACGACTCACTATAGGGAGCGATAGAATGTGGTCCAA 
qRT-PCR-F TATGACAGTTTCACGGAAGACGAGA 
Pac qRT-PCR-R CTCTGTAGCCTCTGGAGTTGGGTT 
dsRNA-F TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCGAATGACGTGACTATA 
dsRNA-R TAATACGACTCACTATAGGGAGTCAGAGTTGAAAAGGTCCA 
PXRPSA qRT-PCR-F ATGGATGTTGTGTCGATTGAAAAGA 
qRT-PCR-R GAGTGATGCGGTGGATGGTGA 
PXRPIS qRT-PCR-F CGGTCGTGCCTACCACAAATACA 
qRT-PCR-R CGTGAGGATGCTCCACAGGGT 
dsRNA-F GGATCC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAACACTTGTCACTACTTTCGG 
ep dsRNA-R GGATCC TAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGTATTTTGTTGATAATGGTCTGCT 





下 划 线 表示 T7 局 动 子 序列 。The T7 promoter sequence is underlined. 


1.8 dsRNA 显 微 注射 对 小 菜 蛾 药剂 敏感 性 的 影响 

dsRNA 显 微 注射 的 方法 参照 Yang 55 (2009) 的 
方法 。 注 射 对 象 为 小 菜 蛾 抗 毛虫 有 情 种 群 3 龄 幼虫 ， 
注射 部 位 为 腹部 第 7 -8 节 的 节 间 膜 。dsRNA 终 浓 
度 稀释 为 300 ng/uL, EST] 58:23 2g 0. 15 hg, 以 dsgfp 
作为 对 照 组 。 每 个 处 理 70 头 试 虫 ,分 别 在 不 同时 间 
段 收集 试 虫 并 冻 存 于 - 80Y ,进行 qRT-PCR 分 析 。 
每 个 处 理 重复 3 次 。 

对 干扰 24 h Je B XR VETT SECURUS LCa ERRAI 
量 毒 力 生 物 测定 ,每 个 处 理 15 头 试 虫 为 1 个 生物 学 
重复 ,设置 3 个 生物 学 重复 ,24 h 后 检查 结果 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

采用 SPSS 19.0 软件 分 析 结 果 , 毒 力 测定 进行 
Probit 回归 分 析 。 严 光 定 量 结果 进行 单 因 素 方差 分 
析 , 采 用 Duncan 氏 多 重 比较 法 ,分 析 Pxae22 和 
Pxae31 在 小 菜 蛾 不 同龄 期 组织. 品系 中 的 表达 情 
况 以 及 RNAi 后 的 表达 量变 化 。 








2 结果 


2.1 MAER H SP 和 FRP 的 毒 力 和 TPP 
的 增 效 作用 

毒 力 测定 结果 表明 ,SP 和 FRP 3 龄 幼虫 对 气 忠 
HERI LC;, 值 分 别 为 2. 885 mg/L 和 820. 001 mg/L, 
S EUIS DUE mh 2 B HEPER ZO 284 fir ; X IINE BH 
ft RE ERA — AE BEOST SCELUS A 3 e DAL RACE FR, RR 
倍数 达到 5.97 倍 ( 表 2) 。 由 此 可 见 , 羧 酸 酯 酶 在 小 
IR SECUS PLE | RUS 4p SIEHT 
2.2. S& B BS LIN SEHR AT HR ERR RS RIS EC T8 72 82 US 

与 对 照 组 比较 , 气 虫 且 LCx 和 LCs 处 理 组 小 菜 
蛾 3 龄 幼虫 在 不 同时 间 点 CarEs 的 比 活力 及 其 变化 
趋势 存在 较 大 差异 (图 1) 。 处 理 后 2 h,LCy 人 处 理 组 
CarEs 比 活力 与 对 照 组 相 比 无 差异 。 但 LC; PH ZH 
CarEs 比 活力 在 2 h 就 对 药剂 产生 响应 ,是 对 照 组 的 
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R2 毛虫 捕 对 小 莱 蛾 敏感 种 群 (SP) 40 58 ER BS 9L PE TRE ( FRP)3 龄 幼虫 的 毒 力 和 TPP X159 ER B EO UE FH 
Table 2 Toxicity of fipronil to the 3rd instar larvae of the susceptible population (SP) and the fipronil-resistant 


population ( FRP) of Plutella xylostella and the synergistic effect of TPP on fipronil 











种 群 处 理 斜率 LCso ( mg/L) 抗 性 倍数 增 效 倍数 
Population Treatment Slope 95% FL Resistance ratio Synergistic ratio 
: Fip 0.683 +0. 098 2.885(1.200 - 5.789) 1.0 一 
敏感 种 群 SP , 
Fip + TPP 0. 777 +0. 115 1.017 (0.580 - 2.033) 一 2.84 
z . Fip 1.250 x0. 207 820.001(597.905 - 1 271.471) 284.2 - 
抗 性 种 群 FRP . 
Fip + TPP 1.608 +0.246 137.288(85.599 -186.368 ) 47.6 5.97 





Fip : 氟 虫 且 Fipronil; 抗 性 倍数 = 抗 性 种 群 LCso (E/ BUREE LCso 值 Resistance ratio = LCso of FRPALCso of SP; 增 效 倍数 = 药剂 单 用 的 LCso 值 / 
(药剂 + 增 效 剂 ) 的 LCso 1E Synergistic ratio = LCsoof single pesticide/LCso of ( pesticide + synergist). 





6r 一 一 XJ FR CUI) Control (acetone) 
—6— LC, Ab RE LC, treatment 
SE LC 处 型 LC; treatment 


CarEs specific activity 


CarEs 比 活力 (mmol/mg * min) 





0 2 8 24 48 72 
人 处理 时 间 Time after treatment(h) 


图 1 低 剂 量 (LCw 和 LCs) 氢 虫 膊 处 理 对 
小 沫 蛾 抗 氟 虫 有 捕 种 群 3 龄 幼虫 CarEs 比 活力 的 影响 
Fig. 1 Effect of LC;oand LC;, of fipronil on the specific 
activity of CarEs in the 3rd instar larvae of the fipronil-resistant 


population ( FRP) of Plutella xylostella 


1.34 倍 。 处 理 后 8 h 两 个 处 理 组 CarEs 比 活力 均 显 
著 高 于 对 照 (P <0.05)。 随 着 处 理 后 时 间 的 延长 ， 
LC4, fl LC; Ib RZR CarFs 比 活力 大 幅 增 加 ,都 在 24 
h 达到 最 高 ,与 对 照 组 存在 极 显著 差异 (P<0.01)， 
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发 育 阶 段 Developmental stage 





CarEs 比 活力 分 别 是 对 照 组 的 2.53 倍 和 1.75 倍 。 
在 48 和 72 h 时 ,两 个 处 理 组 的 CarEs E25 7J FREH. 
渐 趋 稳定 ,甚至 在 72 h 显著 低 于 对 照 处 理 。 从 总 的 
趋势 上 看 ,对 照 组 CarEs 比 活力 没有 明显 的 变化 ,但 
LCw 和 LLCs 处理 组 有 显著 的 短期 啊 应 现象 , 啊 应 达 
到 一 个 最 高 值 后 快速 下 降 , 并 最 终 趋 于 稳定 ,这 种 现 
象 表明 CarEs 15 TE S 5g HB Jf Arb LBS] S Se JE TE 
啊 应 。 
2.3  Pxae22 和 Pxae31 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 .4 龄 
幼虫 不 同 组 织 以 及 不 同 种 群 3 龄 幼虫 中 的 表达 模式 
Pxae22 在 小 亲 蛾 敏感 种 群 各 个 发 育 阶 段 均 有 
表达 ,在 4 龄 幼虫 中 表达 量 最 高 ,在 2 龄 和 3 龄 幼虫 
中 也 有 较 高 的 表达 量 ; 在 卵 . 师 和 成 虫 中 的 表达 量 极 
低 , 且 它们 之 间 差 异 不 显著 (图 2: A). Pxae31 在 小 
沫 上 蛾 各 个 发 育 阶段 也 都 有 表达 ,但 表达 量 均 低 于 
Pxae22 ,而 表达 量 最 高 的 时 期 也 是 4 龄 幼虫 。 在 1 - 
3 龄 幼虫 中 也 有 较 高 的 表达 量 , 且 差 异 不 显著 ;在 
卵 . 晴 和 成 虫 中 的 表达 量 极 低 ( 图 2: B)。 总 体 上 
看 ,Pxae22 和 Pxae31 在 小 菜 蛾 幼虫 期 的 表达 量 都 



























































显著 高 于 其 他 发 育 时 期 。 
180r p 


Relative expression level 





发 育 阶 段 Developmental stage 





图 2 Pxae22 ( A) &II Pxae31(B) 在 小 荣 蛾 敏感 种 群 不 同 发 育 阶 段 表达 量 的 qRT-PCR 分 析 
Fig. 2 Expression profiling of Pxae22 ( A) and Pxae31 (B) in different developmental stages of the susceptible 
population (SP) of Plutella xylostella detected with qRT-PCR 
Egg: Bp; Ll: 1 龄 幼虫 1st instar larva; L2; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; L3: 3 龄 幼虫 3rd instar larva; L4; 4 龄 幼虫 4th instar larva; PU; Hj Pupa; AD: WE 




















Adult. 图 中 数据 为 3 次 重复 平均 值 + SE; 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 发 育 阶段 的 差异 显著 (P<0.05，Duncan 氏 检 测 )。Bars are means + SE of three 


replicates. Different letters above bars represent significant difference among different developmental stages ( P «0.05, Duncan’ s multiple range test). 
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Pxae22 和 Pxae31 在 小 某 蛾 敏感 种 群 4 龄 幼虫 
中 的 各 个 组 织 均 有 表达 。 以 中 肠 中 的 表达 量 最 高 ， 
与 其 他 组 织 表 达 量 之 间 均 有 显著 差异 ,其 次 是 马 氏 
管 中 也 具有 一 定 的 表达 量 ,在 头 、 表 皮 、 脂 肪 体 中 表 
达 量 极 低 ( 图 3) 
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Relative expression level 
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Pxae22. Pxae31 
图 3  Pxae22 和 Pxae31 在 小 菜 蛾 敏感 种 群 4 龄 
幼虫 不 同 组 织 中 表达 量 的 qRT-PCR 分 析 
Fig. 3 Expression profiling of Pxae22 and Pxae31 in different 
tissues of the 4th instar larvae of the susceptible population 
(SP) of Plutella xylostella detected with qRT-PCR 
HE: 3k Head; CU; 表皮 Cuticle; MG; 中 肠 Midgut; MT; 马 氏 管 
Malpighian tube; FB: 脂肪 体 Fat body. 图 中 数据 为 3 次 重复 平均 值 诗 
SE; 柱 上 不 同 字 母 表示 同一 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 量 差异 显著 (P 
«0.05, Duncan 氏 检 测 )。Bars are means + SE of three replicates. 
Different letters above bars represent significant difference in the 








expression level of the same gene among different tissues ( P < 0. 05, 
Duncan’ s multiple range test). 
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Pxae22 
图 4  Pxae22 和 Pxae31 在 小 菜 蛾 敏感 种 群 和 
TUR HUI PPE 3 龄 幼虫 中 表达 量 的 qRT-PCR 分 析 
Fig. 4 Expression profiling of Pxae22 and Pxae31 in the 3rd 
instar larvae of the susceptible population ( SP) and the 
fipronil-resistant population ( FRP) of Plutella 
xylostella detected with qRT-PCR 


Pxae31 








图 中 数据 为 3 次 重复 平均 值 + SE; 柱 上 不 同 字 母 表示 同一 基因 的 表 
达 量 在 敏感 种 群 和 抗 性 种 群 间 差 异 显 车 (P<0.05,，Duncan 氏 检 
测 )。Bars are means + SE of three replicates. Different letters above bars 
represent significant difference in the expression level of the same gene 
between the susceptible population and the resistant population ( P « 
0.05, Duncan' s multiple range test) . 


小 菜 蛾 3 龄 幼虫 中 的 Pxae22 和 Pxae31 ERLE, 
青 抗 性 种 群 中 的 表达 量 均 显著 高 于 敏感 种 群 (图 4)。 
2.4 Pxae22 和 Pxae31 RNAi 后 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 对 
Sg ER s BUREEE 
dsPxae22 JEY iie 7 Ne CDL RUBUS REURE 3. 247] 
IR. Pxae22 转录 水 平 表达 的 显著 下 降 。dsRNA 注射 
24 h 后 ,Pxae22 基因 的 表达 量 比 对 照 组 (dsgfp) 下 降 
60% ,对 照 组 表达 量 约 为 处 理 组 的 2.5 倍 ,两 者 存在 
极 显 著 的 差异 ;干扰 36 h 后 Pxae22 表达 量 达 到 最 
低 , 相 较 对 照 组 表达 量 降低 65% , 且 两 者 存在 极 显 
著 的 差异 (图 5: A). 干扰 后 Pxae31 基因 表达 水 平 
也 显著 降低 ,在 24 h 处 理 组 表达 量 降 低 了 56% ,在 
36 h 处 理 组 表达 量 降低 了 63% , 均 与 对 照 组 存在 显 
XAR WR. AA EA NETT dsRNA 注射 后 的 小 菜 蛾 体 
Vj Pxae22 和 Pxae31 的 mRNA 表达 量 都 会 受到 抑 
il, HE 36 h 时 会 达到 一 个 最 低 点 ,而 后 表达 量 有 
所 上 升 (图 5: B). 
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图 5 RNA FHR SEBCDUSSUEUIS APRE 3 龄 幼虫 中 
Pxae22(A) 和 Pxae31(B) 的 相对 表达 量 
Fig. 5 Relative expression level of Pxae22 ( A) and Pxae31 
(B) after RNAi in the 3rd instar larvae of the 
fipronil-resistant population ( FRP) of Plutella xylostella 
"P «0.05 (t test); ** P «0.01 (t test). 
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Pxae22 和 Pxae31 干扰 后 的 小 荣 蛾 3 龄 幼虫 对 
氟 虫 且 的 敏感 性 显著 提高 ,分 别 是 对 照 组 处 理 的 
1.63 倍 和 1.73 倍 , 表 明 上 述 两 个 基因 都 与 小 荣 蛾 的 
解毒 代谢 相关 ,基因 干扰 后 小 菜 蛾 对 气 虫 膊 的 解毒 
能 力 明显 下 降 ( 图 6)。 
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dsgfp dsPxae22 dsPxae31 
图 6  Pxae22 和 Pxae31 沉默 后 LC AESA 
XT ]NSEMICHL SE CUEUISERIUEE 3 龄 幼虫 的 毒 力 
Fig. 6 Toxicity of the LC}, of fipronil to the 3rd instar 
larvae of the fipronil-resistant population ( FRP) of 
Plutella xylostella after RNAI of Pxae22 and Pxae31 
图 中 数据 为 3 次 重复 平均 值 + SE; 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 处 理 间 差 
异 显 著 (P <0.05，Duncan RM). Bars are means + SE of three 








replicates. Different letters above bars represent significant difference 


among different treatments ( P «0.05, Duncan' s multiple range test) . 
SLAN 
3 讨论 


3.1 毛虫 捕 对 小 菜 蛾 抗 \ 感 种 群 的 毒 力 和 TPP 的 
增 效 作用 

涛 酸 酯 酶 可 以 介 导 昆虫 对 有 机 磷 类 、 氮 基 甲 酸 
酯 类 、 拟 除虫菊 酯 类 等 多 种 杀 虫 剂 的 抗 药性 (Li et 
al.，2007a)。 很 多 人 研究 表明 ,尖酸 酯 酶 抑制 剂 TPP 
可 以 显著 提高 多 种 昆虫 对 气 虫 膊 的 敏感 性 。 对 灰 飞 
fil. Laodelphax striatellus 的 人 研究 发 现 ,TPP XT AE Hj 
抗 性 品系 的 增 效 作用 为 1.18 倍 , 但 酯 酶 活力 测定 抗 
性 品系 是 敏感 品系 的 0.99 倍 , 表 明 CarFs 不 是 引起 
灰 飞 乱 对 氟 虫 情 高 水 平 抗 性 的 主要 因素 ( 陈 宇 ， 
2012 ) 。 而 在 黄 曲 条 跳 甲 Phyllotreta striolata 中 , TPP 
对 埠 虫 膊 的 增 效 作用 远大 于 胡椒 基 丁 醚 和 顺 丁 烯 二 
酸 二 乙 酯 ,表明 CarEs TE H HE Z& JE FH B) SECURE DLE: 
中 发 挥 主要 解毒 作用 ( 周 先 治 和 吴刚 , 2005 ) 。 本 研 
究 中 ,TPP 对 氟 虫 有 捕 抗 性 具有 明显 的 增 效 作用 , 增 效 
倍数 达 5. 97 倍 , 表 明 CarEs E/R ION SECUN BJ f 
毒 代 谢 中 发 挥 着 重要 作用 。 
3.2 毛虫 晴 对 小 菜 蛾 羧 酸 酯 酶 比 活力 的 影响 

羚 酸 酯 酶 作为 昆虫 重要 的 解毒 酶 系 , 杀 虫 剂 亚 





























致死 剂量 对 其 活力 影响 的 研究 ,是 昆虫 毒 理 学 人 研究 
的 重要 内 容 。 研 究 发 现 , 阿 维 苗 素 .高效 毛 氰 和 菊 酯 、 
多 杀 凋 素 、 氯 虫 茶 甲 酰胺 等 杀 虫 剂 对 害虫 体内 
CarEs 活性 都 具有 一 定 的 诱导 作用 ( 夏 冰 等 , 2002; 
王 光 峰 等 , 2003; IBERS, 2011). MARAR V SUAE 
剂量 处 理 水 称 二 化 量 Chilo suppressalis 后 ,CarEs EE 
活力 显著 高 于 未 经 药剂 处 理 的 对 照 组 ,表明 氟 虫 膊 
可 以 诱导 二 化 旦 体内 CarEs 活性 且 具 有 明显 的 时 间 
效应 ( 黄 诚 华 等 , 2006; Li et al., 2007b) 。 对 氟 虫 
pt IE 137. 5 f HJ EA E KE Sogatella furcifera 
( Horváth ) 的 羧 酸 酯 酶 活性 大 幅 增加 ,表明 羧 酸 酯 酶 
在 氟 虫 有 捕 抗 性 中 起 到 重要 作用 (Tang et al., 2010) 。 
Ak MESE FP Ss UBI EAR E LC 和 LCs 对抗 性 小 荣 
蛾 体内 CarEs 活力 也 具有 明显 的 诱导 作用 。 在 处 理 
24 h 后 羧 酸 酯 酶 比 活力 显著 高 于 对 照 处 理 ,这 与 此 
前 小 菜 蛾 体内 解毒 酶 研究 的 结 末 相 似 ( 谢 苗 和 尤 民 
^E, 2012) 。 由 于 实验 室 长 期 重复 使 用 一 种 杀 虫 剂 
进行 抗 性 烯 选 ,是否 会 导致 昆虫 解毒 酶 进化 多 样 性 
降低 ,从 而 对 新 化 合 物 抗 性 发 展 困 难以 及 与 其 他 杀 
虫 剂 的 交互 抗 性 情况 等 尚 有 待 进一步 研究 。 
3.3 ”Pxae22 和 Pxae31 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 . 组 
织 和 种 群 表达 模式 

羧 酸 酯 酶 可 以 介 导 多 种 昆虫 的 抗 药性 ,涉及 鳝 
WEH HAH FAH AA HELK, HIT HL 
制 主要 为 基因 的 过 量 表 达 和 基因 突变 以 及 上 述 两 种 
机 理 的 同时 调控 ( Kwon et al., 2014; Zhang et al., 
2014b), 。 如 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda $2 H8 
酶 的 2 个 基因 在 毒 死 蝗 抗 性 品系 中 表达 量 是 敏感 品 
系 的 21 倍 , 表 明 它 们 在 毒 死 昕 代谢 抗 性 中 具有 重要 
作用 (Carvalho et al., 2013) 。 灰 KEL L. striatellus 
对 毒 死 蝗 的 抗 药 性 则 受 羧 酸 酯 酶 基因 LsCarEl 的 过 
量 表 达 和 LsAChE1 ( FA39H ) 基因 突变 共同 调 市 
( Zhang et al., 2013b) 。 本 研究 根据 小 沫 蛾 基因 组 
数据 选取 CarEs 家 族 中 的 a- 酯 酶 亚 族 的 2 个 基因 进 
行 分 析 人 研究 。a- 酯 酶 亚 族 在 昆虫 异 源 物质 代谢 过 程 
中 具有 重要 作用 (Jackson et al., 2013) ,在 小 荣 蛾 中 
存在 明显 的 扩张 。 通 过 转录 组 数据 分 析 和 进一步 的 
qRT-PCR 表达 模式 分 析 , 发现 Pxae22 和 Pxae31 E 
要 在 中 肠 特异 性 表达 ,在 抗 性 种 群 中 的 表达 量 显 车 
高 于 敏感 种 群 , 且 主 要 在 小 沫 蛾 的 幼虫 期 表达 。 此 
前 的 研究 发 现 , 桔 小 实则 Bactrocera dorsalis $2 B2 HK 
酶 在 中 肠 中 具有 很 高 表达 ,是 杀 虫 剂 解毒 的 重要 组 
织 ( Wang et al., 2013) , FHIN HEUS ARPE E 8 8H R 
Leptinotarsa decemlineata 后 发 现 , 与 异 源 物质 代谢 相 
















































































3 期 任 娜 娜 等 : 送 酸 酯 酶 介 导 的 小 菜 蛾 对 毛虫 膊 的 抗 性 295 


X Hm see WA KM220566, KM220530, 
KM220576 和 KM220527 过 量 表 达 , 可 能 是 阻隔 作用 
增强 和 (或 ) 降解 作用 介 导 了 耐 药 性 的 发 生 ( Lii et 
al., 2014) 。 对 东亚 飞 蝗 中 2 个 解毒 相关 候选 基因 
LmCesAl 和 LmCesA2. 表达 量 分 析 , A XV E FEES E 
和 成 虫 期 高 量 表达 , TE B EHE 5 Lc 5 JRSERE 
中 发 现 的 Pxae22 和 Pxae31 主要 在 中 肠 特异 表达 且 
在 幼虫 取 食 期 高 表达 的 结果 相似 ,因此 推断 这 两 个 
基因 极 有 可 能 参与 小 菜 蛾 异 源 物质 代谢 (Zhang et 
al., 2013a) 。 
3.4 小 菜 蛾 Pxae22 和 Pxae31 RNAi 影响 其 对 毛虫 
崩 的 敏感 性 

对 棉 蚜 Aphis gossypii FT BUEEDLTE m AR ed ERIA 
的 CarEs 基因 进行 dsRNA 喂食 发 现 , 抗 性 品系 
CarEs 表达 明显 受到 抑制 ,随后 对 干扰 后 的 试 虫 进 
行 杀 虫 剂 毒 力 测定 发 现 , 试 虫 对 杀 虫 剂 的 敏感 性 大 
幅 增加 ,表明 CarEs 在 有 机 磷 抗 性 中 起 主要 作用 
(Gong et al., 2014), RNA FH KE Ki HI 
LmCesA1 和 LmCesA2 后 进行 触 杀 毒 力 测定 发 现 , 相 
较 对 照 组 死亡 率 分 别 增加 了 20. 996 和 14. 596 ,表明 
这 两 个 基因 与 毒 死 蝗 代 谢 解 毒 关系 密切 (Zhang et 
al., 2013a) 。 本 人 研究 同样 发 现 , 分 别 干扰 Pxae22 和 
Pxae31 后 ,它们 的 表达 量 在 24 和 36 h 都 明显 受到 
抑制 。RNAi 后 24 h 测定 试 虫 对 气 忠 膊 的 敏感 性 ， 
发 现 小 菜 蛾 对 志 虫 膊 的 敏感 性 分 别 增加 了 1. 63 倍 
和 1.73 倍 ,表明 CarEs 表达 量 降 低 与 小 菜 蛾 对 毛虫 
且 敏 感性 的 增强 具有 直接 关系 , CarEs E/R IR A 
虫 膊 的 解毒 代谢 中 具有 重要 作用 。 

昆虫 的 抗 药 性 机 制 十 分 复杂 ,不 同 杀 虫 剂 的 选 
择 作 用 导致 的 昆虫 抗 性 机 制 也 千差万别 。 靶 标 抗 性 
与 代谢 抗 性 在 昆虫 抗 性 产生 中 往往 协同 发 挥 作 用 
( Zhang et al., 2014b) 。 此 外 ,昆虫 体内 存在 多 种 解 
毒 酶 , 当 某 种 酶 的 活性 受到 抑制 时 ,是 否 引起 其 他 解 
毒 酶 的 响应 补偿 ? 目前 尚 不 得 而 知 , 有 竺 进一步 研 
究 。 在 未 来 昆虫 抗 药 性 机 制 研究 中 ,多 基因 、 多 路 
径 一 一 丢 标 抗 性 和 代谢 抗 性 协同 调控 机 制 网 络 的 研 
究 以 及 结构 生物 学 对 靶 标 位 点 的 解析 ,都 将 有 助 于 
提高 对 昆虫 抗 性 分 子 机 制 的 更 深入 理解 。 
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